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RESUMO 
 - vii - 
Diversos estudos epidemiológicos realizados indicam a ligação, tanto da 
obesidade quanto do DM tipo 2, a um estado de inflamação sub-clínico, onde encontramos 
elevação do nível sérico de diversas citocinas pró-inflamatórias. TLR4 é uma subclasse dos 
TLR’s e estão localizados em vários tecidos e células do organismo dos mamíferos, 
incluindo aqueles insulino sensíveis. A sua ativação pela exposição a ácidos graxos livres 
(AG) e lipopolissacarídeos (LPS), derivado da membrana externa das bactérias Gram-
negativas, causa um aumento do nível sérico de diversas citocinas pró-inflamatória e 
resistência à insulina. Assim esses receptores emergem como candidatos a intermediar o 
processo inflamatório sub-clínico e a resistência à insulina.  
Recentes estudos demonstraram que um grupo de derivados da ciclohexanona 
inibe, de forma específica, o TLR4. Dentre os derivados com atividade inibidora de 
citocinas destaca-se o (6R)-6-[N-(2-cloro-4-fluorfenil)sulfamoil]-ciclohex-1-ene-1-
carboxilato de etila, designado pelo FDA para estudos clínicos como TAK-242 e que 
apresenta uma potente capacidade supressora na produção de NO, IL-6 e  TNF-α. 
No presente estudo, sintetizamos e investigamos o efeito do tratamento crônico 
com TAK-242 por via oral na transdução do sinal da insulina, estado de inflamação sub-
clínico e na sensibilidade à insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica. Tais 
animais, após quatorze dias de tratamento, demonstraram significante melhora na 
sensibilidade à insulina, na tolerância à glicose e aumento na capacidade de sinalização da 
insulina no tecido adiposo, fígado e músculo através da via da Akt. A administração de 
TAK-242 também diminuiu a resistência à insulina em nosso modelo de choque séptico 
induzido por LPS de bactérias Gram-negativas com uma alta taxa de sobrevida dos 
animais. 
 - viii - 
Assim, novos derivados da ciclohexanona, como o TAK-242, podem oferecer uma 
nova abordagem terapêutica para as doenças cuja patogenicidade envolve o TLR4, como o 
processo inflamatório sub-clínico e a resistência à insulina. 
Palavras-chave: TLR4, Inibidores, Derivados da Ciclohexanona, Resistência 
à Insulina e Diabetes tipo 2.  
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ABSTRACT 
 - x - 
Insulin resistance and type 2 diabetes are associated with obesity and a state of 
abnormal inflammatory response. TLR4 detects Gram-negative bacteria through 
recognition of the lipid A moiety of lipopolysaccharide (LPS) and has an important role in 
inflammation and immunity. Since it is activated by LPS and saturated fatty acids, which 
are inducers of insulin resistance, TLR4 appears as a candidate for participation in the 
cross-talk between inflammatory and metabolic signals. We investigated, herein, in vivo 
efficacy and associated molecular mechanisms by TAK 242, a small-molecule selective 
TLR4 inhibitor, improved diabetes control and insulin action. The effect of TAK 242 was 
investigated on insulin sensitivity, insulin signaling and activity in tissues of high-fat diet-
fed mice. Moreover, these mice showed significantly improved insulin sensitivity, 
improved glucose tolerance and enhanced insulin signaling capacity in adipose tissue, 
muscle and liver as compared to control mice during high fat feeding. TAK 242, in our 
endotoxin shock model, by oral administration, also demonstrated efficacy against the LPS-
induced cytokines with a high survival rate and improved insulin sensibility in mice. 
In conclusion, we demonstrated that TAK-242, a small-molecule selectively 
suppresses TLR4-signaling, improves glucose tolerance and insulin action in high-fat diet-
fed mice. Manipulation of TLR4 pathways is considered to have great therapeutic potential. 
Cyclohexene derivatives, like TAK-242, represent a novel therapeutic approach to the 
treatment of human obesity, insulin resistance and type 2 diabetes. 
 
Keywords: TLR4, Inhibitors, Ciclohexanone derivates, Insulin Resistance 
and Type 2 Diabetes.  
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1- INTRODUÇÃO 
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1.1 - Sinalização Insulínica 
 
A insulina é o hormônio anabólico mais conhecido e é essencial para a manutenção 
da homeostase de glicose e do crescimento e diferenciação celular. Esse hormônio é 
secretado pelas células β das ilhotas pancreáticas em resposta ao aumento dos níveis 
circulantes de glicose e aminoácidos após as refeições. A insulina regula a homeostase de 
glicose em vários níveis, reduzindo a produção hepática de glicose (via diminuição da 
gliconeogênese e glicogenólise) e aumentando a captação periférica de glicose, 
principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina também estimula a lipogênese 
no fígado e nos adipócitos e reduz a lipólise, bem como aumenta a síntese e inibe a 
degradação protéica. A ação da insulina nas células inicia-se pela sua ligação ao receptor de 
membrana plasmática. Este receptor está presente em praticamente todos os tecidos dos 
mamíferos, mas suas concentrações variam desde 40 receptores nos eritrócitos circulantes 
até mais de 200.000 nas células adiposas e hepáticas (KAHN, 1998).  
O receptor de insulina é uma glicoproteína heterotetramérica constituída por 2 
subunidades α e duas subunidades β, unidas por ligações dissulfeto (KAHN, 1985). A 
subunidade α é inteiramente extracelular e contém o sítio de ligação da insulina. A sub-
unidade β é uma proteína transmembrana responsável pela transmissão do sinal e possui 
atividade tirosina quinase (KASUGA; KARLSSON; KAHN, 1982). A insulina induz a 
autofosforilação do receptor, aumentando a sua capacidade de fosforilar um ou mais 
substratos protéicos intracelulares. A fosforilação de seus substratos dá início a uma série 
de eventos incluindo a cascata de reações de fosforilação e desfosforilação que regula os 
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seus efeitos metabólicos e de crescimento (SUN et al, 1991; WHITE; KAHN, 1994; 
WHITE, 1997). 
O primeiro substrato protéico intracelular da insulina descrito recebeu o nome de 
substrato 1 do receptor de insulina ou IRS-1 (SUN et al., 1991). O DNA complementar 
(cDNA) do IRS-1 prevê uma proteína de 1235 aminoácidos, sendo inicialmente 
denominada pp185 por sua mobilidade eletroforética. Posteriormente, foi observado que 
uma outra proteína de 190 kDa, identificada como IRS-2, é rapidamente fosforilada nos 
grupos tirosina em resposta à insulina (CHEATHAM; KAHN, 1995). Estas proteínas são 
de localização citoplasmática e apresentam sítios de fosforilação em resíduos tirosina com 
a seqüência repetida YMXM ou YXXM, onde Y é tirosina, M é metionina, e X é qualquer 
aminoácido. A fosforilação da tirosina permite sua associação a proteínas que possuem 
domínios SH2 e SH3 de reconhecimento específico para fosfotirosina (WHITE; KAHN, 
1994; WHITE, 1997; FOLLI et al., 1992). Desta forma, as proteínas IRS-1/2 desempenham 
função essencial na transmissão do sinal insulínico e a fosforilação desses substratos 
permite a interação com diversas proteínas adaptadoras ou com atividade enzimática, 
caracterizando o efeito pleiotrópico da insulina. 
Há uma estreita associação entre a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-
quinase) com IRS-1/2 após estimulação com insulina (CARPENTER; CANTLEY, 1990). 
A PI 3-quinase é uma enzima que contém dois sítios SH2 e um SH3 (RUDERMAN, 1990) 
e é a mais bem estudada molécula sinalizadora ativada pelo IRS-1. É uma serina/treonina 
quinase e tem um papel importante em muitos processos celulares, incluindo proliferação 
celular e captação de glicose. A molécula do IRS-1, quando fosforilada em tirosina, 
permite a sua associação ao domínio SH2 da subunidade regulatória da PI 3-quinase, 
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levando à ativação desta enzima. Esta enzima catalisa a fosforilação do fosfatidilinositol 
(PI), do fosfatidil-inositol-4-fosfato (PI-4P) e do fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PI-4,5P2), 
resultando na estimulação do transporte de glicose (FOLLI et al., 1992; CHEATHAM et 
al., 1994). Algumas proteínas, como a p70S6K e Akt (proteína quinase B/PKB) são 
ativadas pela via ligada a PI 3-quinase (SHEPPERD; WITHERS; SIDDLE, 1998; 
YENUSH; WHITE, 1997) e têm um papel importante na regulação da expressão de genes e 
no crescimento celular em resposta a inúmeros estímulos (KUPRIYANOVA; KANDOR, 
1999). 
A ação insulínica pode ser afetada de maneiras diferentes por estados fisiológicos 
ou fatores circulantes. A secreção ou administração em excesso de glicocorticóides, 
glucagon, catecolaminas e hormônio de crescimento induz resistência à insulina, presente 
tanto em humanos quanto em animais. Condições fisiológicas como a gestação e o 
"envelhecimento" também apresentam resistência à insulina. Com o uso de anticorpos 
específicos anti-receptor de insulina, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-PI 3-quinase e 
antifosfotirosina, demonstrou-se em cultura de células e em tecidos de animais, que a 
resistência à insulina pode estar associada a alterações nas primeiras etapas da ação 
insulínica após a ligação do hormônio ao seu receptor (SAAD et al., 1995a; SAAD et al, 
1995B, THIRONE et al., 1997; SAAD et al., 1997; CARVALHO et al, 1996; VERSPOHL; 
AMMON, 1980). Estudos recentes sugerem que uma falha comum na via de sinalização da 
insulina em tecidos periféricos e na célula β pancreática possa desempenhar uma função 
central no desenvolvimento do diabetes. 
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1.2 - Obesidade, processo inflamatório sub-clínico e resistência a insulina. 
O Diabetes é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente da falta de insulina 
e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente os seus efeitos, resultando em 
resistência insulínica. Desde a descoberta da insulina em 1921, muitos estudiosos têm se 
dedicado ao entendimento do mecanismo molecular de ação deste hormônio. A 
importância deste estudo é dada pela prevalência da resistência à insulina presente na 
patogenia de diversas doenças como obesidade, diabetes mellitus (DM) tipo 2 e associada a 
outras enfermidades endócrinas como hipercortisolismo e acromegalia (CARVALHEIRA 
et al., 2002). Diversos estudos epidemiológicos realizados indicam a ligação, tanto da 
obesidade quanto do DM tipo 2, a um estado de inflamação sub-clínico, onde encontramos 
elevação do nível sérico de diversas citocinas inflamatórias (PICKUP, 2004). 
A perda do efetivo controle dos níveis sanguíneos de glicose decorrente da 
obesidade depende da instalação simultânea e em graus variáveis de, pelo menos, dois 
eventos distintos, que são a resistência à ação da insulina, e a perda da capacidade da célula 
β pancreática em compensar a crescente demanda periférica por insulina. Resistência à 
ação da insulina é definida como a perda relativa da capacidade deste hormônio em exercer 
seus efeitos biológicos . Esta perda pode ser determinada através de testes clínicos como o 
clamp hiperinsulinêmico-euglicêmico, o teste de tolerância à insulina ou o HOMA; ou pela 
avaliação de fenômenos moleculares envolvidos na transdução do sinal da insulina em 
tecidos-alvo como adiposo, músculo esquelético e fígado (WALLACE; MATTHEWS, 
2002).  
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A primeira molécula a ligar os sistemas imune e metabólico foi o fator de necrose 
tumoral α (TNFα) (HOTAMISLIGIL et al,. 1993). Esta interleucina inflamatória foi 
descrita inicialmente como o princípio ativo que levava à necrose tumoral em animais com 
infecção bacteriana (GRAY et al., 1984; PENNICA et al., 1984). Posteriormente, foi 
identificada como mediador da hipertrigliceridemia e caquexia, observadas em animais 
cronicamente parasitados (BEUTLER et al., 1985). Como todas as interleucinas, o 
TNFα possui um grande número de ações fisiológicas, e desencadeia suas funções 
intracelulares a partir da ligação com seus receptores de membrana (HELLER; KRONKE, 
1994). Estudos realizados em modelos de animais com obesidade, e também em humanos 
obesos, mostraram uniformemente um aumento dos níveis de TNFα circulante (KATSUKI 
et al., 1998). Nestes modelos observamos também um aumento dos níveis desta 
interleucina tanto em tecido adiposo quanto em tecido muscular (HOTAMISLIGIL et al., 
1995; SAGHIZADEH et al., 1996). No modelo animal com obesidade em que se observa 
menor resistência à insulina, observa-se também menor concentração sérica de TNFα. 
Outro achado importante é que a administração de TNFα tanto a animais, quanto a seres 
humanos leva a um estado de resistência à insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996). 
Um dos principais mecanismos de resistência à insulina descritos é a fosforilação 
do IRS-1 em serina, notadamente a da posição 307. Isto impede que o IRS-1 seja 
posteriormente fosforilado em tirosina e, retrogradamente inibe a atividade tirosina-quinase 
do receptor de insulina. Duas serinas-quinases foram implicadas nesta ação, a JNK1 e o 
complexo IKK. A administração de TNFα à cultura de células também leva a um aumento 
da fosforilação em serina do IRS-1, em paralelo à ativação tanto da JNK1 quanto do 
complexo IKK sendo este, possivelmente, um dos mecanismos moleculares pelo qual o 
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TNFα leva ao desenvolvimento de resistência à insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL 
2005). Após a descoberta deste comportamento do TNFα, outras interleucinas pró-
inflamatórias mostraram-se capazes de ativar vias celulares relacionadas ao 
desenvolvimento de resistência à insulina, como IL-6 e a IL-1β (WELLEN; 
HOTAMISLIGIL, 2005). 
Desta forma, estabeleceu-se uma relação de causa e efeito entre a ativação das vias 
inflamatórias e à obesidade com posterior desenvolvimento de resistência à insulina. 
1.3- Receptores Toll Like. 
O sistema imune inato é uma forma ancestral e universal de discriminação de 
perfis moleculares. O reconhecimento imune inato depende de um número limitado de 
receptores. Esses receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) estão envolvidos no 
reconhecimento de padrões moleculares associados aos patógenos microbianos invasores 
(PAMPs) (JANEWAY, 2002), embora alguns autores já tenham identificado perfis de 
ligantes endógenos para os mesmos receptores. Dentre os PPRs, os receptores Toll-like 
(TLR) vêm se destacando pelo seu papel central na ligação de patógenos e iniciação da 
resposta inflamatória. Tais receptores estão localizados em várias células do organismo dos 
mamíferos, mas principalmente nas células do sistema imune inato, como macrófagos e 
células dendríticas (DCs) (HALLMAN, 2001). A ativação desses receptores por PAMPs 
induz a fagocitose e a liberação de citocinas e mediadores químicos que atuam no sistema 
imune (BARTON, 2002). 
A IKK e a JNK são quinases que são ativadas na resposta imune inata por 
sinalização do TLR em resposta a LPS, peptideoglicanos, RNA de dupla fita, e outros 
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produtos microbianos (MEDZHITOV, 2001). A ativação do TLRs por agonistas recruta 
uma molécula adaptadora, MYD88, que inibe a cascata de sinalização que leva à ativação 
da NFkB, da proteína quinase ativadora da mitogênese e a expressão de genes produtores 
de inflamação, incluindo ciclooxigenase-2 (COX-2), citocinas e quimiocinas (BARTON; 
MEDZHITOV, 2003). O TLR2 detecta uma variedade de componentes microbianos tais 
como lipopeptídeos bacterianos, peptideoglicanos e “lipoteichoic acids” (TAKEDA et al,. 
2003). TLR2 forma um heterodímero com TLR1 ou TLR6 para responder e discriminar 
diferentes tipos de agonistas (TAKEDA et al,. 2003;).  
O Toll-like receptor 4 (TLR4) muitas vezes designado como CD284 (cluster de 
diferenciação 284) é um receptor transmembrana classe I e pertencente à família dos 
receptores Toll. TLR4 é expresso na superfície das células do sistema imunológico e é 
ativado pela exposição à lipopolissacarídeos derivados da membrana externa das bactérias 
Gram-negativas. Como todos os outros membros da família TLR, TLR4 é composto por 
um domínio extracelular que contém múltiplas leucinas (LRRs), uma região 
transmembrana, e uma cauda citoplasmática contendo o domínio conservado TIR. TLR4 
pode também ser ativado por vários ligantes endógenos como as “heat-shock proteins” 
(HSP60, HSP70, gp96 e HSP22), matrizes extracelulares (ECM) e produtos de degradação 
(Biglycan, hyaluronan, fibronectin extradomain A e surfactant protein-A), “miscellaneous” 
(high-mobility group box 1 (HMGB-1), OxLDL and β-defensin), (MIYAKE, 2007) e 
ácidos graxos saturados (LEE et al., 2001). Interações do TLR4 com ligantes endógenos 
estão relacionados a várias doenças progressivas que acometem a humanidade como artrite, 
asma, arteriosclerose e diabetes (SHI et al., 2006).  
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Os ácidos graxos saturados acilados em LPS e lipopeptídeos são críticos para 
reconhecimento de ligantes e ativação do receptor por TLR4 e TLR2. LPS deacilados 
perdem sua atividade endotóxica e lipoproteínas bacterianas deaciladas são incapazes de 
ativar TLR2 e induzir expressão de citocina em monócitos (GRAY ET AL.; 2006). No 
reconhecimento do LPS, o TLR4 associa-se fisicamente ao complexo LPS-CD14 (no qual 
o CD14 é o receptor específico para LPS), ocorrendo ainda a ligação de uma proteína 
acessória extracelular, chamada MD2. Este receptor utiliza uma via de transdução de sinal 
que consiste no recrutamento de várias proteínas intracelulares através de uma cauda 
citoplasmática contendo o domínio conservado TIR (MyD88, IRAK e TRAF-6) que vão 
desencadear as vias JNK e ERK da cascata MAPK, envolvidas na ativação dos fatores de 
transcrição AP-1 e NF-кB (nuclear factor кB), favorecendo a expressão de genes 
envolvidos na resposta inflamatória (ABBAS; LICHTMAN, 2003 ). 
O NF-кB é um fator de transcrição que é ativado em resposta a sinais de TCR e 
que é essencial na síntese de citocinas. A proteína NF-кB é importante na transcrição de 
muitos genes em vários tipos de células, particularmente nas células do sistema 
imunológico. Nas células T inativadas o NF-кB está presente no citoplasma formando um 
complexo com outras proteínas chamadas inibidores de кB (IкBs), que bloqueiam a entrada 
de NF-кB para o núcleo (ABBAS; LICHTMAN, 2003). A fosforilação de IкB pela via 
MAPK, cálcio ou PKC e a sua proteólise (desencadeada pela ligação da proteína 
ubiquitina), fazem com que o NF-кB seja libertado e translocado para o núcleo onde 
contribui para a ativação transcricional de múltiplos genes de citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, 
TNFα, entre outras) e de receptores de citocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2003).  
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Deficiências no TLR4 são associadas com proteção contra a resistência à insulina 
induzida por dieta hiperlipicia em ratos (SHI et al., 2006). As fêmeas de camundongos 
C57BL/6, com ausência da expressão (Knockout) do TLR4, apresentam maior ganho de 
peso quando tratadas com dieta hiperlipidica que seu grupo controle. Apesar da obesidade 
mais acentuada, estes animais são parcialmente protegidos contra a resistência a insulina 
induzida por dieta hiperlipídica possivelmente devido à reduzida expressão da JNK e 
ikk(IKB)NFkβ no fígado e tecido adiposo (SHA, 2006). Camundongos C3H/HeJ, com 
mutação e perda da função do TLR4, estão protegidos contra o desenvolvimento de 
obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Além disso, apresentam uma diminuição da 
adiposidade, aumento no consumo de oxigênio, diminuição da taxa respiratória, maior 
sensibilidade à insulina em tecido adiposo, músculo e fígado comparado com o grupo 
controle, durante tratamento com dieta hiperlipídica. Nestes tecidos, o grupo controle 
alimentado com dieta hiperlipídica mostra um aumento na ativação da JNK e IKK, o que 
não acontece aos camundongos C3H/HeJ. Em músculo isolado de camundongos C3H/HeJ 
é  observado proteção contra a resistência à insulina provocados por ácidos graxos 
saturados (TSUKUMO et al., 2007). Os resultados nesses dois tipos de camundongos 
sugerem que drogas inibidoras do TLR4 poderiam melhorar a resistência à insulina 
decorrente da obesidade e do diabetes tipo 2. 
Conjuntamente, tais dados sugerem que TLR4 é uma ligação molecular entre 
nutrição, lipídios e inflamação e que o sistema imune inato participa na regulação do 
balanço energético e da resistência à insulina, em resposta às mudanças no ambiente 
nutricional.  
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1.4- Derivados da Ciclohexanona. 
Descobertas recentes da Takeda Pharmaceutical Company Limited, através de 
ensaios biológicos demonstraram que um grupo de derivados da ciclohexanona inibem 
seletivamente o TLR4, e consequentemente a produção de NO, IL-6 e TNF-α. Nos 
experimentos realizados em 2006, Li e colaboradores demonstraram os efeitos de inibição 
por vários destes compostos na produção de mediadores pró-inflamatórios em macrófagos 
e monócitos de ratos e em células mononucleares de sangue periférico humano. Em modelo 
de choque séptico, tais derivados protegeram os animais testados contra o choque séptico 
provocado por LPS  (LI et al., 2006).  
Dentre os derivados da ciclohexanona estudados o composto com maior atividade 
inibidora de citocinas é o (6R)-6-[N-(2-cloro-4-fluorfenil)sulfamoil]-ciclohex-1-ene-1-
carboxilato de etila, denominado pelo FDA como TAK-242 para realização de testes 
clínicos em humanos no tratamento de  sepsemia.  
Em células RAW264.7 e em macrófagos de ratos  TAK-242 suprimiu a produção 
de NO, TNFα e interleucina (IL)-6 induzidas por LPS com concentração inibitória 50% 
(IC50) de 1,1 a 11 nM. No mesmo estudo TAK-242 suprimiu a produção dessas citocinas 
através da estimulação com LPS em células mononucleares do sangue periférico humano 
(PBMCs) com valores de  IC50 de 11 a 33 nM (MASAYUKI II, 2005). A diferente 
atividade de TAK-242 em macrófagos de camundongos comparado à de humanos é 
consistente com os resultados de reporte de genes usando TLR4 recombinante 
(KAWAMOTO T. et al., 2007) e com os resultados primários encontrados em cultura de 
células. Tais dados demonstram que TAK-242 possui uma maior capacidade inibidora da 
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sinalização em resposta a LPS mediada por CD-4-TLR4-TIR em ratos que em humanos de 
maneira dose-dependente. 
Foi demonstrado por Xu e colaboradores, em 2000 que a mutação em um único 
ponto do domínio TIR do TLR4 (Pro712His) de ratos inibe a resposta imunológica causada 
por LPS. Nos estudos realizados por Li e colaboradores foi demonstrado que a atividade 
inibitória de TAK-242 é alterada pela substituição do domínio TIR do TLR4 em modelos 
de TLRs recombinantes em plasmídeos . Este resultado aventa a possibilidade do TAK-242 
inibir a sinalização através da inibição do domínio intracelular do TLR4 e não pelo 
domínio extracelular. O mecanismo exato de ação do TAK-242 ainda está sendo 
investigado e não é claro se sua atividade se dá através da inibição da dimerização do 
TLR4 ou alterando a sua interação com moléculas adaptadoras.  
Assim, novos derivados da ciclohexanona como o TAK-242 podem oferecer uma 
terapêutica nova para as doenças inflamatórias cuja patogenicidade envolve TLR4 como o 
processo inflamatório sub-clínico e a resistência à insulina. 
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2 – OBJETIVO 
 
 - 29 - 
Os objetivos deste estudo foram sintetizar derivados inéditos da ciclohexanona 
suficientemente seletivos e potentes, caracterizá-los através de métodos espectroscópicos e 
de ressonância magnética nuclear, e investigar o efeito do (6R)-6-[N-(2-cloro-4-
fluorfenil)sulfamoil]-ciclohex-1-ene-1-carboxilato de etila (TAK-242) como droga 
bloqueadora do TLR4, em camundongos Swiss, tratados com dieta hiperlipídica. Foram 
avaliados: 
• A secreção e ação insulínica através de GTT e ITT. 
• A transmissão do sinal da insulina através da fosforilação da Akt em fígado, 
músculo e tecido adiposo. 
• A transmissão do sinal inflamatório através da fosforilação da JNK em fígado, 
músculo e tecido adiposo. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1- ANTICORPOS E REAGENTES QUÍMICOS. 
Foi utilizada insulina regular humana (Humulin R) adquirida da Eli Lilly. 
Reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de 
sódio (SDS-PAGE) adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano hidroximetilamina 
(TRIS), fenil-metilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100, 
Tween 20, e glicerol fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). 
A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 µm) foi obtida da Amersham 
(Aylesbury, UK). O agente anestésico tiopental sódico adquirido do Lab. Cristália 
(Itapira/SP, Brasil). Anti-JNK foi adquirido da Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA, 
USA) e a Anti-pAkt da Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). LPS de bactérias 
Gram-negativas foi adquirido da Sigma Aldrich.  
 
3.2- SOLUÇÕES UTILIZADAS. 
 Tampão de extração A (extrato total): foi utilizado para a extração das 
proteínas celulares dos tecidos estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino 
metano) 100 mM, SDS (dodecil sulfato de sódio) 10%, EDTA (Ácido etileno-diamino 
tetracético) 10 mM, fluoreto de sódio 10 mM, pirofosfato de sódio 10 mM e ortovanadato 
de sódio 10 mM. O ortovanadato deve ser colocado no momento de utilização do tampão. 
 Tampão de Laemmli (5X): foi usado para estocar o material extraído e sua 
posterior aplicação no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE), contém: azul 
de bromofenol 0,1%, fosfato de sódio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%. 
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 Solução tampão que foi utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%. 
Para uso, a solução é diluída 1:4. 
 Solução tampão para transferência: foi empregada para a transferência das 
proteínas separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, contém: Trisma base 
25 mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a eluição de proteínas 
de alto peso molecular. Mantida estocada a 4ºC. 
 Solução tampão para SDS-PAGE - Gel de resolução (resolving): tampão 
composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com 
ácido clorídrico. 
 Solução tampão para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento (stacking) 
das proteínas: contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 
6,7 com ácido fosfórico. 
 Solução basal: solução básica utilizada para o manuseio da membrana de 
nitrocelulose após transferência das proteínas, contém: Cloreto de sódio 150 mM, Trisma 
base 10 mM, Tween 20 0,02%. 
 Solução bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, 
após a transferência, contém: 5% de leite em pó desnatado e azida sódica 0,02%, 
dissolvidos em solução basal. 
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 Solução para anticorpos: solução contendo anticorpos específicos que 
identificam as proteínas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de 
leite em pó desnatado e azida sódica 0,02%, diluídos em solução basal. 
 
3.3- ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS. 
Foram utilizados camundongos Swiss, com idade de 4 semanas, pesando 
aproximadamente 30 gramas, fornecidos pelo biotério Central da Unicamp (CEMIB). 
Os animais foram acomodados em gaiolas plásticas, contendo 1 camundongo por 
gaiola e mantidos (22 +/- 1° .C), em ciclo de 12 horas de luz (06h-18h) e 12 horas no 
escuro (18h – 6 h), e  divididos randomicamente em quatro grupos: 
- Grupo tratado com dieta hiperlipídica + TAK-242: Grupo DHTAK14Dias 
- Grupo tratado com dieta hiperlipídica + Veículo: Grupo DHV14Dias; 
- Grupo tratado com ração comercial Nuvital® (Nuvilab) + TAK-242: Grupo CTAK14Dias 
- Grupo tratado com ração comercial Nuvital® (Nuvilab) + veículo: Grupo CV14dias 
Os animais dos grupos DHTAK14Dias foram alimentados com dieta hiperlipídica 
por oito semanas, e então submetidos ao tratamento com TAK-242 por 14 dias antes do 
experimento. Os animais do grupo DHV14Dias foram alimentados com dieta hiperlipídica 
por oito semanas tratados com veiculo por 14 dias antes do experimento. Os animais do 
grupo CTAK14Dias foram submetidos ao tratamento com TAK-242 por 14 dias antes do 
experimento e alimentados com ração comercial Nuvital® (Nuvilab). Os animais do grupo 
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CV14Dias foram alimentados com ração comercial Nuvital® (Nuvilab) e veículo por 14 
dias.  
A dieta hiperlipídica é composta de: 
Componentes Dieta Hiperlipídica (g/kg) 
Gordura de Porco 330,00 
Amido 123,50 
Sacarose 100,00 
Dextrina 132,00 
Caseína 200,00 
 L-cisteína 3,00 
Cloridrato de Colina 2,50 
Óleo de Soja 0,00 
Mistura de Sais 35,00 
Mistura de Vitaminas 30,00 
Fibras 50,00 
 
O tratamento ocorreu durante quatorze dias, com a droga diluída na água de 
bebida, na concentração de 1,2 mg de droga em 5 ml de veiculo (água 99 : álcool 1). Cada 
animal consumiu em média 5 ml da solução diariamente. Os procedimentos experimentais 
foram realizados na manhã do décimo quarto dia.  
 
 3.4 - EXTRAÇÃO DE TECIDOS.  
 
Os camundongos foram anestesiados por injeção intraperitoneal com tiopental 
sódico e então manuseados 10-15 minutos depois, ou assim que a anestesia fosse 
comprovada pela ausência de reflexos corneal e podal. Cinco minutos após injeção de 
insulina (3,8 UI/kg i.p.) foram retirados fragmentos de fígado, músculo esquelético e tecido 
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adiposo que foram imediatamente homogeneizados, em tampão de extração adequado, com 
Polytron durante 30 segundos; no final da extração foi adicionado Triton X-100 1% em 
todas as amostras e mantidas no gelo por 40 minutos antes da centrifugação. O extrato foi 
então centrifugado a 14.000 rpm e 4°C por 40 minutos para remover o material insolúvel. O 
sobrenadante foi utilizado para análise de proteínas e immunobloting. 
 
 
3.5 - SÍNTESE, CARACTERIZAÇÃO E PREPARO DA SOLUÇÃO DE TAK-
242. 
A droga testada foi sintetizada no laboratório do Professor Dr. Roberto Rittner 
(Instituto de Química da Unicamp). A rota de síntese do (6R)-6-[N-(2-cloro-4-
fluorfenil)sulfamoil]ciclohex-1-ene-1-carboxilato de etila (TAK-242) é demonstrado no 
esquema: 
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O composto de partida, a ciclohexanona (1), disponível comercialmente, foi 
tratado com uma base adequada, hidreto de sódio, resultando no ceto-éster (2). O posterior 
tratamento deste composto com sulfeto de hidrogênio em meio ácido, produziu o tioenolato 
(3). A utilização de solvente polar, como o etanol, e a baixa temperatura favorecem a 
formação do composto 3. 
O composto 4 foi preparado a partir da oxidação de 3 com borato de sódio penta-
hidratado em ácido acético. O posterior tratamento do ácido sulfônico (4) com cloreto de 
tionila produziu o cloreto de sulfonila (5). O tratamento do composto 5 com trietilamina e 
2-cloro-4-fluoranilina, de origem comercial, em acetato de etila, resultou exclusivamente 
no produto final (6). A estrutura foi determinada por ressonância nuclear magnética de 
hidrogênio. O composto usado apresentava 99% de pureza, determinado por Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência. 
O composto TAK-242, assim como seus compostos intermediários, foram 
quantificados para determinação de rendimento e identificados por RMN e I.V. (Yamada et 
al 2005). 
A síntese e identificação do composto intermediário 2-oxocicloexanocarboxilato 
de etila (2) foi feita utilizando hidreto de sódio como base. Sob atmosfera de argônio, uma 
suspensão de hidreto de sódio (NaH) (0,47 g; 0,02 mol) em DMF (5 mL) à 0o, foi 
adicionada à uma solução de ciclohexanona (1,96 g; 0,02 mol) em DMF (5 mL). A mistura 
resultante foi mantida sob agitação por cerca de uma hora, seguida da adição de uma 
solução de cianoformiato de etila (1,98 g; 0,02 mol) em DMF (5 mL), também à 0o. A 
mistura fora mantida sob agitação por 18 horas, seguida da extração com água gelada (5 
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mL), éter (3 x 10 mL) e solução saturada de NaCl ( 2 x 10 mL).  A solução resultante foi 
submetida à secagem com sulfato de magnésio (MgSO4) e o produto final foi obtido 
através da destilação. O composto foi identificado através dos seus espectros de I.V. e de 
RMN de 1H (CDCl3):δ 1.25 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-1), 1,50 (m, 4H, H-5 e H-6), 2,1-2,4 (m, 
4H, H-4 e H-7), 3.30 (m, 1H, H-3) 4.15 (J=7,0 Hz, 2H, H-2) e 12,10 (s, 1H, H-3). 
Foi adicionado Sulfeto de hidrogênio gasoso (H2S) à uma solução de 2-
oxocicloexanocarboxilato de etila (2) (20 g; 117 mmol) em etanol (330 mL) a –50 oC por 2 
horas. Ácido clorídrico (HCl), também gasoso, foi borbulhado na solução a –20 oC por 
mais 2 h, seguido novamente da adição de H2S gasoso por 2 h, também à –20 oC. Depois 
da reação ser mantida sob agitação por um período de 14 h, adicionou-se água gelada (200 
mL) à mistura e a mesma foi extraída [hexano (600 mL); água (5 x 160 mL)]. O resíduo foi 
purificado por destilação [bp 136-138 oC/15-16 mmHg] fornecendo um líquido incolor 
(14.1 g; 70.5 %).5 O composto foi identificado através dos seus espectros de IV e de 1H e 
de. RMN de 1H (CDCl3):δ 1,30 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-1), 1,60-1,90 (4H, m, H-5 e H-6) 2,2-
2,4 (4H, m, H-4 e H-7), 3.95 (1H, s), 4,22 (q, J=7,0 Hz, 2H, H-2).  
Na síntese e identificação do composto intermediário Ácido 2- 
Etoxicarbonilcicloex-1-ene-1-sulfônico (4) uma solução do composto 3 (7,0 g; 37,6 mmol) 
em ácido acético (AcOH; 12,5 mL) foi adicionada, gota a gota, à uma solução de perborato 
de sódio (18,6 g; 121 mmol) em AcOH (100 mL) por 2 h à 50-55 oC. A mistura resultante 
foi mantida sob agitação por 3 h à 50-55 oC e por mais 9 h à 80-85 oC. Posteriormente, a 
mistura foi resfriada e o solvente retirado sob pressão reduzida. Acetonitrila (MeCN, 190 
mL) foi adicionada ao resíduo e a mistura foi mantida sob agitação por 1 h, seguida de 
filtração para remoção de substâncias insolúveis. O filtrado foi evaporado sob pressão 
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reduzida e o resíduo foi dissolvido em MeCN (125 mL) e mantido sob agitação por mais 2 
h. A mistura foi novamente submetida à filtração e o solvente retirado sob pressão 
reduzida. O produto (4) foi precipitado na forma de cristais brancos, através da adição de 
éter diisopropílico (330 mL)5 ao resíduo. O composto foi identificado através dos seus 
espectros de IV e RMN de 1H (DMSO):δ 1.10-1,30 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-1), 1,50 (t, J=3,0 
Hz, 4H, H5 e H-6), 2,1-2,4 (m, 4H, H-4 e H-7), 4.10-4.30 (q, J=7.0 Hz, 4H, H-2) e 12.0 (s, 
1H, OH). 
Na síntese e identificação dos compostos intermediários 2-(Clorosulfonil)cicloex-
1-ene-1-carboxilato de etila (5) e 6-[N-(4-cloro-2-fluorfenil)-sulfamoil]cicloex-1-ene-1-
carboxilato de etila (6) o composto (4) (7,8 g) obtido anteriormente foi dissolvido em 
cloreto de tionila (SOCl2) (21,0 mL), aquecido sob refluxo por 14 h e depois a mistura foi 
submetida à pressão reduzida visando a remoção do excesso de cloreto de tionila. O resíduo 
obtido foi submetido três vezes ao seguinte procedimento: adição de hexano (30 mL) 
seguido da evaporação sob pressão reduzida, para gerar o 2-(clorosulfonil)cicloex-1-ene-1-
carboxilato de etila (5). O composto foi identificado através do seu espectros de IV. 
A esse intermediário (5) (6,2g), adicionou-se acetato de etila (20 mL) e a mistura 
resultante foi adicionada à uma solução de 4-cloro-2-fluorfenilanilina (3,64 g; 24,5 mmol), 
Et3N (3,4 mL; 24,5 mmol) e acetato de etila (54 mL), mantendo-se sob agitação por 18 h. 
Essa mistura foi diluída em acetato de etila (50 mL) e extraída com água (200 mL) e 
solução saturada de NaCl (3 x 100 mL)]. O resíduo foi cristalizado com éter n-butílico 
(30,0mL) e esse precipitado foi lavado com éter diisopropílico (10,0mL) e acetato de etila 
(8,0mL), gerando o composto 6, como cristais incolores. As água-mães foram  submetidas 
a uma coluna de cromatografia [sílica gel (hexano/acetato de etila 5:1 – 4:1)], seguida da 
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cristalização com acetato de etila/ éter diisopropílico, gerando uma nova fração do 
composto 6 como cristais incolores.  O composto foi identificado através dos seus espectros 
de RMN de IV. RMN de 1H (DMSO):δ 1.10 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-1), 1,50-1.80 (m,2H, H-6), 
2,00-2,50 (m, 4H, H-4 e H-5), 4,00 (q, J=7.0 Hz , 2H, H-2), 7,10 (t, 1H, H-7), 7.20-7.30 
(m, 1H), 7.40-7.60 (m, 2H), 9.8 (s, 1H, H-8).  
 As características físicas, químicas e espaciais do TAK-242 foram 
determinadas através de simulações com o pacote de software MarvinBeens 5.1.0, 
atualizado em 07/08/2008. A Licença para uso do software foi gentilmente cedida pelo 
fabricante ChemAxon LTDA. 
O composto foi solubilizado em álcool etílico absoluto e então diluído em água 
potável (1:99) até a concentração de 0,24mg/ml e com pH ajustado para 6,5 com ácido 
clorídrico ou hidróxido de sódio. 
 
3.6 - DETERMINAÇÃO DA POSOLOGIA. 
A dosagem por via oral utilizada, administrada através da água de bebida, foi 
estipulada com base, na dose da droga e sua resposta, na diminuição dos níveis basais de 
glicose. Para confirmação da atividade inibidora da droga, foi realizado um teste em 
animais controle, administrando por via intraperitonial LPS de bactérias Gram negativas. 
Foi avaliada a curva de sobrevida e também a resistência à insulina decorrente da 
endotoxemia após 4 horas. Os animais consumiram em média 5 ml de água diariamente e 
apresentaram uma média de 50 gramas de peso corpóreo. 
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3.7  - DETERMINAÇÃO DA GLICOSE PLASMÁTICA E DA INSULINA 
SÉRICA. 
A glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase, como descrito 
previamente (TRINDER, 1969). A insulina foi determinada por radioimunoensaio (SCOTT 
et al, 1981).  
 
3.8  - TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA (ITT). 
Após os animais serem tratados como descrito anteriormente, foram mantidos em 
jejum por 6 h, e depois de coletada amostra de sangue da cauda (tempo 0), foi injetada 
insulina (2,0 UI/1000g de peso corpóreo) na cavidade peritoneal e, a seguir, coletadas 
amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinação da glicose 
plasmática. A razão da constante de decaimento da glicose, (kitt) pode ser calculada usando 
a fórmula 0.693/t1/2. A glicose t1/2 foi calculada, usando a análise da queda do quadrado 
da concentração de glicose plasmática durante o decaimento da fase linear (BONORA et al, 
1987).  
 
3.9  - TESTE INTRAPERITONEAL DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 
(IPGTT). 
O ipGTT foi realizado no final do período de tratamento com TAK-242, em ratos 
mantidos em jejum durante o período noturno. Foi coletada uma amostra de sangue (tempo 
0) e em seguida infundido uma solução de 20% de glicose (2,0 g/kg de peso corpóreo) na 
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cavidade abdominal. Amostras de sangue foram então coletadas das caudas dos animais 
nos tempos 30, 60, 90, 120 minutos e, utilizadas para determinação das concentrações de 
glicose e de insulina. 
 
3.10 - HOMA (HOMEOSTASIS MODEL ASSESSMENT). 
Método para determinação da insulina e da capacidade funcional das células β 
apontado em medidas estáticas, ou instantâneas, de um ou mais constituintes plasmáticos. 
HOMA foi calculado empregando a fórmula: insulina / 22.5exp(-In glicose) (MATTHEWS 
et al., 1985), utilizando níveis de insulina e glicose basais determinados no 14° dia de 
tratamento. 
 
3.11 - APRESENTAÇÃO DOS DADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA. 
Todos os resultados numéricos foram demonstrados e expressos com média ± 
desvio da média seguido do número de experimentos. Os resultados de “Western blot” 
foram apresentados com comparações diretas das bandas protéicas nas auto-radiografias, as 
quais são quantificadas através de densitometria usando o programa “Scion Image” (Scion 
Corp). Os dados foram analisados através do teste “t de Student’s”, comparando dois 
grupos. A análise de variância (ANOVA) foi seguida por análise de significância 
(Bonferroni) quando necessário, comparando os grupos controle e experimental. A 
significância estatística adotada foi de p<0,05. 
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4 – RESULTADOS 
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Síntese, caracterização e identificação dos compostos intermediários e do 
TAK-242 
O composto (6R)-6-[N-(2-cloro-4-fluorfenil)sulfamoil]ciclohex-1-ene-1-
carboxilato de etila, TAK-242 (Figura 1), foi sintetizado juntamente com outros compostos 
já descritos em literatura para tentativa de otimização da rota e melhora do rendimento da 
primeira e segunda etapa de síntese . Também foram produzidos dois novos compostos 
com potencial de atividade biológica ainda não devidamente testados (Figura 2 e 3).  
Cada um dos compostos intermediários foi identificado através de ressonância 
nuclear magnética de H1 (figura 4) e espectofotometria na região do U.V. (figura 5). O 
composto de partida, a ciclohexanona, disponível comercialmente, foi adquirido com 
pureza de 99%. Os espectros das análises de ressonância nuclear magnética e 
espectrofotometria na região do infravermelho de cada composto intermediário estão em 
conformidade com dados da literatura. As duas etapas iniciais de síntese resultaram em 
rendimentos abaixo do esperado, a síntese do ceto-éster a partir da ciclohexanona resultou 
em 8% de rendimento. O posterior tratamento deste composto com sulfeto de hidrogênio 
em meio ácido, produziu o tioenolato com rendimento em torno de 9%. Novos testes 
devem ser realizados para melhora destas etapas. 
O composto apresenta massa de 361,816 com uma composição de C (49,79%), H 
(4,74%), Cl (9,8%), F (9,8%), F (5,25%), N (3,87%), O (17,69) e S (8,86%) e número total 
de átomos igual a 40. 
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Figura 1 - Compostos (6R)-6-[N-(2-cloro-4-fluorfenil)sulfamoil]ciclohex-1-ene-
1-carboxilato de etila, TAK-242. 
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Figura 2 – Composto inédito 6-[N-(3-nitrofenil)- sulfamoil]-cicloex-1-ene-1-
carboxilato de etila. 
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Figura 3 – Composto inédito 6-[N-(3-nitrofenil-4-cloro)- sulfamoil]-cicloex-1-
ene-1-carboxilato de etila. 
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Figura 4 - Espectro de RMN de 1H do 6-[N-(2-cloro-4-fluorfenil)sulfamoil]-
cicloex-1-ene-1-carboxilato de etila, em DMSO. 
Analisando o espectro, verifica-se que o triplete e quarteto correspondentes ao 
grupo etila aparecem em 1,05 e 3,90 ppm, respectivamente. Nota-se a presença de água em 
3,65 ppm que acaba por encobrir parte do sinal referente ao quarteto. Os sinais dos 
hidrogênios do anel cicloexênico aparecem como multipletes (2ª. ordem) em 1,50-1,80 
ppm, correspondendo aos hidrogênios H-6 e em 1,90-2,40 ppm encontramos os hidrgênios  
H-4 e H-5. Já em 4,25 ppm encontramos um sinal isolado, referente ao H-3. Em 7,08 ppm 
encontramos um triplete referente ao H-7, desblindado pela proximidade do grupamento 
sufóxido. Em 7,25 e em 7,50 encontramos os multipletes relacionados aos hidrogênios do 
anel aromático. Ainda encontramos um sinal isolado em 9,7 ppm referentes ao hidrogênio 
ligado ao nitrogênio, H-8. RMN de 1H (DMSO):δ 1.10 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-1), 1,50-1.80 
(m,2H, H-6), 2,00-2,50 (m, 4H, H-4 e H-5), 4,00 (q, J=7.0 Hz , 2H, H-2), 7,10 (t, 1H, H-7), 
7.20-7.30 (m, 1H), 7.40-7.60 (m, 2H), 9.8 (s, 1H, H-8).  
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Figura 5 - Espectro de IV do 6-[N-(2-cloro-4- fluorfenil)sulfamoil]-cicloex-1-ene-
1-carboxilato de etila, em DMSO.  
No espectro, verifica-se a presença de uma banda de absorção na região de 3269 
cm-1 característico do estiramento N-H, de aminas secundárias.  Na região mais central do 
espectro, encontra-se uma banda bastante intensa, na região de 1706 cm-1, correspondente a 
carbonila do éster. A banda correspondente à dupla ligação encontra-se em 1604 cm-1. Os 
estiramentos assimétrico e simétrico do S=O, podem ser visualizados em 1332 e 1148 cm-1, 
respectivamente. Em 1252 e 1164 cm-1, encontramos as bandas correspondentes às 
vibrações das ligações C-O e C-N, respectivamente. 
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Determinação da dose de TAK-242 utilizada no experimento. 
A quantidade de droga que atinge o alvo depende da dose administrada, da taxa de 
absorção e também de propriedades farmacocinéticas como distribuição, ligação, 
biotransformação e excreção. A dose usada, administrada por via oral através da água de 
bebida, foi estipulada baseando-se na dose da droga e resposta na diminuição dos níveis 
basais de glicose (figura 6). Para administração o composto foi solubilizado em álcool 
etílico absoluto e então diluído em água potável (1:99) até a concentração de 0,24 mg/ml. O 
pH foi corrigido para 6,5 utilizando ácido clorídrico ou hidróxido de sódio. 
Para comprovar a eficácia da dose, de droga na inibição do TLR4, no sistema 
imune em nosso modelo, foi realizado um teste de endotoxemia administrando LPS de 
bactérias Gram negativas nos camundongos pela via intraperitonial. Avaliou-se a curva de 
sobrevida e também a resistência à insulina decorrente da sépse após 4 horas. Foi 
observada uma maior taxa de sobrevida (75%) e menor resistência à insulina no grupo 
tratado com TAK-242, CTAK14dias, quando comparado ao grupo veículo, CV14Dias, 
com taxa de sobrevida de 25% (figura 7 e 8). 
O ponto isoelétrico e pKa são importantes na definição da absorção do fármaco 
uma vez que molécula não ionizada é menos polar e, portanto, mais lipossolúvel que a 
forma ionizada. O ponto isoelétrico do TAK-242, a 37 oC, no qual o composto se encontra 
100% na forma não ionizada com carga elétrica líquida igual a zero, é no pH de 2,38. 
Portanto TAK-242 pode ser prontamente absorvido no estômago. 
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Figura 6 – Efeito de diferentes doses de TAK-242 na diminuição dos níveis basais 
de glicose em camundongos obesos. n = 10-12 animais por grupo. 
Após oito semanas tratados com dieta hiperlipídica os animais foram divididos 
randomicamente em 4 grupos sendo que um grupo foi tratado com veículo e três grupos 
tratados com diferentes concentrações de TAK-242 (0,6 mg/Kg/Dia, 1,2 mg/Kg/Dia e 1,8 
mg/Kg/Dia). A dose de TAK-242, administrada por via oral através da água de bebida, foi 
estipulada com base na melhor dose resposta e na diminuição dos níveis basais de glicose 
após jejum não hídrico por 12 horas.  O composto foi solubilizado em álcool etílico 
absoluto e diluído em água potável (1:99) até as concentrações mencionadas anteriormente 
(#p<0,05; TAK-242 1,2 mg/kg/dia  vs. DHV14dias). 
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 Figura 7 – Efeito do TAK-242 na sobrevida de camundongos em modelo de 
choque séptico com LPS de bactérias gram-negativas. n = 10-12 animais por grupo. 
Após o tratamento por 14 dias, com 1,2 mg/Kg/Dia da solução de TAK-242 na 
água de bebida, foi realizado o teste de endotoxemia administrando pela via intraperitonial 
LPS em camundongos tratados com ração padrão.  
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Figura 8 - Efeito da administração de TAK-242 sobre o teste de tolerância à 
insulina em camundongos após administração de LPS i.p. n = 6-8 animais por grupo. 
Após os animais serem tratados como descrito anteriormente (14 dias), foi 
aplicado 20mg/kg de LPS i.p. Após 6 horas do inicio do jejum foi coletado amostra de 
sangue da cauda (tempo 0), injetada insulina (2,0 UI/1000g de peso corpóreo) na cavidade 
peritoneal e a então coletadas amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para 
determinação da glicose plasmática;  # p<0,05; CTAK vs. grupo CV.  
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Efeito do tratamento com TAK-242 na tolerância a glicose e na sensibilidade 
à insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica. 
Não foi detectada variação significativa no peso dos animais do grupo 
DHTAK14dias quando comparado ao grupo DHV14dias (figura 9). 
A taxa de decaimento da glicose após a infusão de insulina foi menor nos animais 
que receberam dieta hiperlipídica e tratamento com o veiculo (grupo DHV14dias) quando 
comparados ao grupo tratado com dieta hiperlipídica e TAK-242 (grupo DHTAK14dias). 
A taxa de decaimento do grupo DHV foi de 2,8 + 0,3, do grupo DHTAK  3,5 + 0,2, do 
grupo CV 4,3 + 0,3 e do grupo CTAK 5,11 + 0,7 (figura 10). 
A redução dos níveis basais de glicose no sangue foi avaliada através de medida 
da glicemia de jejum dos animais, tratados com a droga por 14 dias. No décimo segundo 
dia de tratamento já foi possível observar menor nível glicêmico nos animais que 
receberam dieta hiperlipídica e tratamento com TAK-242 (grupo DHTAK14dias) quando 
comparado ao grupo tratado com dieta hiperlipídica e o veiculo (grupo DHV14dias). Tal 
redução na glicemia de jejum foi observada até o vigésimo quarto dia. A glicemia do grupo 
DHV14dias no sexto dia foi 215 + 10 e no grupo DHTAK14dias de 135 + 10 (figura 11). 
Durante o ipGTT os níveis de glicose sanguínea dos camundongos tratados com 
TAK-242 foram sempre mais baixos que os níveis observados no grupo controle (figura 
12). A sensibilidade à insulina e a tolerância à glicose foram investigadas também através 
do HOMA (figura 13). 
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Figura 9 - Efeito da administração de TAK-242 sobre o peso médio dos 
camundongos após 14 dias de tratamento com a droga e dieta hiperlipídica ou ração padrão 
para roedores.  Após o tratamento não houve diferença significativa de peso entre os grupos 
tratados com a droga e seus respectivos controles. n = 10 – 12 animais por grupo. 
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Figura 10 - Efeito da administração de TAK-242 sobre a taxa de decaimento da 
glicose após a infusão de insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica e ração 
padrão para roedores. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Após tratamento dos animais como descrito anteriormente, foram mantidos em 
jejum por 6 h, foi coletada amostra de sangue da cauda (tempo 0), injetada insulina (2,0 
UI/1000g de peso corpóreo) i.p. e a então coletadas amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 
30 minutos para determinação da glicose plasmática. (# p<0,05; DHTAK vs. DHV).  
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Figura 11 - Efeito da administração de TAK-242 sobre a glicemia de jejum em 
camundongos tratados com dieta hiperlipídica e ração padrão para roedores, após 24 dias. n 
= 10 – 12 animais por grupo. 
 O tratamento foi iniciado no dia 0 através da administração da droga na água de 
bebida. Foram realizadas medidas da glicemia de jejum no sexto, décimo segundo, décimo 
oitavo e vigésimo quarto dia (# p<0,05; DHTAK vs. DHV). 
 
 
 
# 
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Figura 12 - Efeito da administração de TAK-242 sobre o teste de tolerância a 
glicose (ipGTT). n = 10 – 12 animais por grupo. 
 Os grupos DHTAK14dias e DHV14dias foram tratados com dieta hiperlipídica 
por 8 semanas sendo que o grupo DHTAK14dias recebeu tratamento com TAK-242 nos 
últimos 14 dias antes do experimento. Os grupos CV14dias e CTAK14dias foram tratados 
com ração padrão para roedores e o grupo CTAK14dias recebeu tratamento com TAK-242 
nos últimos 14 dias antes do experimento. Após os animais serem tratados como descrito 
anteriormente, foram mantidos em jejum por 12 h, coletada amostra de sangue da cauda 
(tempo 0), e injetado glicose (2g/Kg de peso corpóreo) i.p. e a seguir coletadas amostras 
nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos para determinação da glicose plasmática.  
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Figura  13 -. Efeito da administração de TAK-242 sobre o HOMA. N= 10 – 12 
animais por grupo. 
 
Para determinação da insulina e da capacidade funcional das células β assentado 
em medidas estáticas foi utilizado o HOMA empregando a fórmula: insulina/22.5exp(In 
glicose) (MATTHEWS et al, 1985). Para o cálculo foram utilizados os níveis de insulina e 
glicose basais determinados no 14° dia de tratamento ( n = 6, # p<0,05; DHTAK vs. DHV). 
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Tratamento com TAK-242 aumenta a fosforilação da AKT em músculo, 
fígado e tecido adiposo. 
Para avaliar a sinalização de insulina em tecidos hepáticos, muscular e adiposo, 
investigou-se através de imunobloting o grau de fosforilação em serina da AKT antes ( - ) e 
após ( + ) estímulo com insulina. Os resultados foram semelhantes nos três tecidos e 
demonstraram que a dieta hiperlipídica reduz a fosforilação da AKT induzida pela insulina. 
De maneira interessante o tratamento com TAK-242 restaurou essa redução da AKT nos 
três tecidos, indicando que esta droga melhora a sinalização insulínica, com ligação à esta 
via, em ratos obesos. 
O tratamento com TAK-242, durante quatorze dias, aumentou significativamente a 
fosforilação da proteína AKT em fígado, músculo esquelético, e tecido adiposo de 
camundongos Swiss, sem alterar os níveis teciduais dessa proteína (figuras 14, 15 e 16). 
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Figura 14 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilação da pAKT 
em tecido adiposo. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas usando o programa “Scion Image” 
(Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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Figura 15 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilação da pAKT 
em  serina no fígado. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas usando o programa “Scion Image” 
(Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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Figura 16 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilação da pAKT 
em serina no músculo. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas usando o programa “Scion Image” 
(Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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Efeito do tratamento com TAK-242 sobre a fosforilação da JNK em músculo, 
fígado e tecido adiposo. 
Para avaliar a sinalização inflamatória tecidual, investigou-se o grau de 
fosforilação da JNK em tecido adiposo, muscular e fígado. Os resultados foram 
semelhantes nos três tecidos e demonstraram que a dieta hiperlipídica aumenta a 
fosforilação da JNK, o que é um indicativo tecidual do processo inflamatório sub-clínico e 
obesidade. O tratamento com TAK-242 resultou na redução da fosforilação da JNK nos 
três tecidos, indicando que esta droga diminui o processo inflamatório sub-clínico em 
animais obesos. Assim, o tratamento com TAK-242, durante quatorze dias, diminuiu 
significativamente a fosforilação da proteína JNK em fígado, músculo esquelético, e tecido 
adiposo de camundongos Swiss conforme apresentado (figuras 17, 18 e 19). 
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Figura 17 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilaçãoo da JNK 
em tecido adiposo. n = 10 – 12 animais por grupo. 
 Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas através do programa “Scion Image” 
(Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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IB: pJNK Fígado 
 
 
Figura 18 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilação da JNK em 
fígado. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas através do programa “Scion Image” 
(Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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Figura 19 - Efeitos da administração de TAK-242 sobre a fosforilação da JNK em 
músculo esquelético. n = 10 – 12 animais por grupo. 
Os resultados são apresentados como comparações diretas das bandas protéicas 
nas auto-radiografias, as quais foram quantificadas através de densitometria usando o 
programa “Scion Image” (Scion Corp). (# p<0,05 DHTAK vs. DHV). 
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5- DISCUSSÃO 
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Durante as últimas décadas, ficou estabelecido que a resistência à insulina 
observada na obesidade e no diabetes mellitus tipo 2 está associado a um estado de 
inflamação sub-clínica caracterizado pela produção anormal de citocinas, aumento de 
proteínas de fase aguda e ativação de mais de uma via inflamatória. Um dos principais 
mecanismos de resistência à insulina, descritos até então, é a fosforilação do IRS-1 em 
serina, notadamente a da posição 307. Isto impede que o IRS-1 seja posteriormente 
fosforilado em tirosina, e retrogradamente inibe a atividade tirosina-quinase do receptor de 
insulina. Duas serinas-quinases foram implicadas nesta ação, a JNK1 e o complexo IKK 
(PRADA et al., 2005, HOSTAMISLIGIL, 2003). 
Muitos ligantes dos TLRs são conjugados lipídicos de microorganismos o que 
levou a especular que lipídeos provenientes da alimentação possam ativar um ou mais 
TLRs na obesidade, interligando o sistema imune inato com a obesidade e resistência à 
insulina. TLR4 é expresso na superfície das células do sistema imunológico e também em 
tecidos insulino sensíveis e é ativado pela exposição à lipopolissacarídeos derivados da 
membrana externa das bactérias Gram negativas, ligantes endógenos e AGL que são 
indutores também da resistência à insulina. A IKK e JNK são as quinases que são ativadas 
na resposta imune inata por sinalização dos TLRs em resposta a LPS, peptideoglicanos, 
RNA de dupla fita, e outros produtos microbianos (MEDZHITOV, 2001). 
Deficiências no TLR4 são associadas com proteção contra a resistência à insulina 
induzida por dieta hiperlipídica em ratos (SHI et al., 2006). As fêmeas de camundongos 
C57BL/6, com ausência da expressão (Knockout) do TLR4, apresentam aumento no ganho 
de peso quando tratados com dieta hiperlipídica (DH) maior que seu grupo controle mesmo 
sem apresentar resistência à insulina. Camundongos C3H/HeJ, com mutação e perda da 
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função do TLR4, estão protegidos contra o desenvolvimento de obesidade induzida por 
dieta hiperlipidica. Além disso, apresentam uma diminuição da adiposidade, aumento no 
consumo de oxigênio, diminuição da taxa respiratória e maior sensibilidade à insulina em 
tecido adiposo, músculo e fígado comparado com o grupo controle durante tratamento com 
DH. Nestes tecidos, o grupo controle em DH mostra um aumento na ativação do complexo 
IB quinase e na atividade da JNK, o que não acontece aos camundongos C3H/HeJ. Em 
músculo isolada de camundongos C3H/HeJ é  observado proteção contra a resistência à 
insulina provocados por ácidos graxos saturados (TSUKUMO et al., 2007). Assim, a 
modulação do sinal do TLR4 desponta com um grande potencial terapêutico em doenças 
que envolvem a interligação do sistema imune inato e metabólico como o diabetes mellitus 
tipo 2 e a obesidade que apresentam, conforme dito, um processo inflamatório sub-clínico. 
Li e colaboradores identificaram em 2006, através de ensaios biológicos 
automatizados em larga escala, um grupo de derivados da ciclohexanona que inibem 
seletivivamente o TLR4 e, consequentemente, a produção de NO, IL-6 e TNF-α mediante 
estimulo por LPS com similar atividade em macrófagos de ratos e em células 
mononucleares de sangue periférico humano. Foram estudados os efeitos de inibição de 
vários derivados da ciclohexanona, bem como suas relações entre estrutura e atividade 
(REA), na produção de mediadores pró-inflamatórios por macrófagos e monócitos assim 
como a sua modalidade de ação. Dentre tais compostos foi escolhido o (6R)-6-[N-(2-cloro-
4-fluorfenil)sulfamoil]ciclohex-1-ene-1-carboxilato de etila, TAK-242, por apresentar 
menor IC50, para testes clínicos  (LI et al., 2006).  Entretanto, o efeito de TAK-242 ainda 
não foi investigado na tolerância à glicose, na sensibilidade e na sinalização insulínica em 
modelo de obesidade e diabetes induzido por dieta hiperlipídica.  
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Através dos estudos pré-clínicos foi determinado que TAK-242 é um fármaco 
estruturalmente específico e sua ação biológica decorre exclusivamente de sua estrutura 
química que deve se adaptar a estrutura química tridimensional do domínio intracelular do 
TLR4, formando um complexo com este. É evidente, portanto, que os derivados aqui 
apresentados deverão desempenhar papel decisivo na reatividade química, forma, tamanho 
e distribuição estereoquímica da molécula e seus grupos funcionais, bem como a 
ressonância, os efeitos indutivos, a distribuição eletrônica de ligação com o receptor. 
Vários outros motivos levam a crer que o efeito farmacológico desses derivados se deve a 
complexação deles com uma pequena área quimicamente reativa do TLR4, área cuja 
topografia e grupos funcionais são ou se tornam complementares ao do TAK-242 e 
derivados.  Os derivados apresentam certas características estruturais em comum, e a 
estrutura fundamental presente em todas elas, em que os grupos funcionais estão orientados 
numa direção espacial semelhante, é responsável pela ação biológica que produzem. Outro 
fato que demonstra que o TAK-242 é um fármaco estruturalmente específico é que 
pequenas variações na sua estrutura resultam em variações substanciais na atividade 
farmacológica (KAWAMOTO et al., 2008). 
No presente estudo, sintetizamos e investigamos o efeito do tratamento crônico 
com TAK 242 por 14 dias via oral, na transdução do sinal da insulina, no estado de 
inflamação sub-clínico e na sensibilidade à insulina em camundongos tratados com dieta 
hiperlipídica. 
Inicialmente determinamos a dose que induzia a melhor resposta glicêmica e 
concluímos, no experimento dose-resposta apresentado, que a menor dose que resulta em 
melhora significativa na glicemia foi de 1,2 mg/kg/dia, administrado por via oral. Após o 
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tratamento por 14 dias com TAK-242 realizou-se um teste de endotoxemia, administrando 
pela via intraperitonial - LPS de bactérias Gram-negativas, e avaliou-se a curva de 
sobrevida e também a resistência à insulina decorrente da sépse após 4 horas. Verificou-se 
uma maior taxa de sobrevida (75%) e menor resistência à insulina no grupo DHTAK14dias 
quando comparado ao grupo DHV14Dias, o que comprova que a dose escolhida é eficaz.  
O grupo DHTAK14Dias exibiu também características metabólicas de melhora na 
sensibilidade à insulina. A ação do TAK-242 levou a uma situação caracterizada por níveis 
próximos aos normais de glicemia e insulina. Mais importante, após e administração oral 
de TAK-242, a melhora na sensibilidade à insulina foi demonstrada, por um aumento na 
taxa de desaparecimento de glicose durante o ITT.  Em paralelo à melhora na sensibilidade 
à insulina observamos uma redução da glicemia basal e melhora da tolerância à glicose. 
A resistência à ação da insulina é definida como a perda relativa da capacidade 
deste hormônio em exercer seus efeitos biológicos (SALTIEL; PESSIN, 2001). Essa 
resistência pode ser determinada através de testes clínicos como o clamp 
hiperinsulinêmico-euglicêmico, o teste de tolerância à insulina ou o HOMA; de maneira 
complementar, pode ser feita também pela avaliação de fenômenos moleculares envolvidos 
na transdução do sinal da insulina em tecidos-alvo como adiposo, músculo esquelético e 
fígado (WALLACE; MATTHEWS, 2002; SHULMAN, 2004). A metodologia utilizada 
nesse trabalho, estimulação in vivo com insulina, extração e homogeneização dos tecidos 
(fígado, músculo e tecido adiposo), em tampões com inibidores de fosfatases e proteases ou 
em condições apropriadas para immunoblotting com anticorpos específicos, permitiu a 
avaliação da etapa inicial da ação insulínica em importantes tecidos para a homeostase da 
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glicose (SAAD et al., 1989). Também foi possível verificar a transdução do sinal 
inflamatório através da fosforilação da JNK.  
A Akt tem sido relacionada com a regulação da translocação de GLUT 4, 
transportador de glicose insulino-sensível, expresso em músculo (KITAMURA, 1998), 
além de exercer importante papel no armazenamento de glicogênio neste tecido (KOHN et 
al., 1996). Deste modo, a via IRS-1/PI3-K/Akt parece ser a responsável pela ativação do 
transporte de glicose nos tecidos, bem como síntese de glicogênio. O aumento na ativação 
desta via leva a uma melhor tolerância à glicose e diminuição nos níveis de insulina 
circulantes. Observamos que o tratamento do TAK-242 por quatorze dias, induziu um 
aumento na fosforilação da Akt em relação aos animais do grupo DHVeículo em todos os 
tecidos estudados. Esse aumento de fosforilação (ativação) da Akt provavelmente 
contribuiu de maneira importante para a melhora da sensibilidade à insulina e da tolerância 
à glicose. 
Nossos resultados mostram ainda que o tratamento com a droga TAK-242 induziu 
uma redução significativa da fosforilação da JNK no fígado, músculo e tecido adiposo. 
Com tais dados podemos aventar que o tratamento com TAK-242 por 14 dias aumentou a 
fosforilação da Akt no fígado, músculo e tecido adiposo, provavelmente pela redução da 
atividade das serinas quinases JNK dentre outras mediadas pelo TLR4. O mecanismo 
molecular responsável pela melhora na sensibilidade de insulina deve-se a diminuição da 
ativação das vias inflamatórias mediadas pelo TLR4. 
Não foram comprovadas estatisticamente, diferenças no ganho de peso e alteração 
da ingestão de alimentos, entre os grupos DHTAK14Dias e grupo DHV14Dias. Tal 
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resultado provavelmente seja observado devido à polaridade de TAK-242, dentre outros 
fatores biológicos; que leva a uma não distribuição do mesmo no sistema nervoso central. 
Outros estudos devem ser realizados para verificar o efeito do TAK-242 no sistema 
nervoso central, aplicando a droga diretamente no tecido alvo (hipotálamo) através de 
cânulas. 
Em conclusão, os resultados desse estudo demonstram que TAK-242, uma 
pequena e seletiva molécula inibidora do TLR4, por via oral, melhorou a transdução do 
sinal da insulina, reduziu o estado de inflamação sub-clínico e melhorou a sensibilidade à 
insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica. Estes animais, após quatorze 
dias de tratamento, demonstraram um aumento no grau de fosforilação da Akt e diminuição 
da fosforilação da JNK quando comparados a seu grupo controle. A administração de 
TAK-242 também diminuiu a resistência à insulina em nosso modelo de choque séptico 
induzido por LPS  com uma alta taxa de sobrevida dos animais. 
Assim novos derivados da ciclohexanona, como o TAK-242, podem oferecer uma 
nova aproximação terapêutica para as doenças inflamatórias cuja patogenicidade envolve 
TLR4 como parte do processo inflamatório sub-clínico e resistência a insulina.  
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6 - CONCLUSÃO 
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TAK-242, uma pequena e seletiva molécula inibidora do TLR4, melhorou a 
transdução do sinal da insulina, reduziu o estado de inflamação sub-clínico e melhorou a 
sensibilidade à insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica. 
Derivados da Ciclohexanona, como o TAK 242, representam uma nova 
abordagem terapêutica para o tratamento do diabetes tipo 2 e dos processos inflamatórios 
sub-clínicos associados a obesidade. 
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